WO 2005/058365 PCT/EP2004/0 12044 



Pharmazeutische Zubereitung enthaltend einen Antikorper gegen den 

EGF-Rezeptor 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine stabile pharmazeutische Zubereitung 
enthaltend einen AntikSrper, der gegen den Rezeptor des epidermalen 
Wachstumsfaktors (EGFR) gerichtet ist, deren Herstellung und deren 
Verwendung. 

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnte gezeigtwerden, dass 
die Blockade des EGFR durch AntikSrper auf unterschiedlichen Ebenen 
gegen Tumore wirkt, beispielsweise durch Hemmung der 
Krebszellproliferation, Verringerung der tumorvermittelten Angiogenese, 
Induktion der Krebszellapoptose und Verstarkung der toxischen Wirkungen 
der Strahlentherapie und der herkommlichen Chemotherapie. 

MAB c225 (INN: Cetuximab) ist ein klinisch erprobter Antikorper, der an 
den EGF-Rezeptor bindet. Cetuximab ist ein chimarer Antikorper, dessen 
variable Regionen murinen und dessen konstante Regionen humanen 
Ursprungs sind. Cetuximab wurde erstmals von Naramura et al., Cancer 
Immunol Immunotherapy 1993, 37: 343-349 sowie in WO 96/40210 A1 
beschrieben. 

MAB 425 ist ein ursprungiich muriner Antikorper, der gegen den auf Tumor- 
Zellen, insbesondere auf A431 Carcinoma-Zellen, uberexprimierten EGFR 
gerichtet ist. Seine humanisierten und chimaren Formen sind z.B. aus EP 0 
531 472 A1; Kettleborough etal., Protein Engineering 1991, 4: 773-783; 
Bier eta/. , Cancer Chemother Pharmacol 2001,47: 519-524; Bieref a/., 
Cancer Immunol Immunother 1998, 46: 167-173 bekannt. EMD 72000 
(h425) ist eine in der klinischen Phase l/ll befindliche Form von MAB 425, 
dessen konstanter Bereich sich aus einer k und einer humanen y-1-Kette 
zusammen setzt. 
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Humane anti-EGFR-Antikorper konnen nach der XenoMouse-TechnoIogie 
bereitgestellt warden, wie beschrieben in WO 91/10741 A1, WO 94/02602 
A1, WO 96/33735 A1. Ein gemaS dieserTechnologie hergestellter 
spezieller in der klinischen Erprobung befindlicher Antikorper ist ABX-EGF 
(Abgenix, Crit Rev Oncol Hematol 2001, 38: 17-23; Cancer Research 1999, 
59: 1236-43). 

Weitere gegen den EGFR gerichtete Antikorper sind z.B. beschrieben in 
EP 0 586 002 B1 sowie in J Natl Cancer Inst 1993, 85: 27-33 (MAB 528). 

Wie andere Antikorper werden auch die anti-EGFR-Antik6rper zur 
therapeutischen Anwendung parenteral als Losung appliziert. Ein 
besonderes Problem von Losungen mit diesen Antikorpern ist deren 
Neigung zur Aggregation und zur Bildung von Proteinmultimeren. Im Falle 
reduzierbarer Multimere kann dies auf nicht beabsichtigte intermolekulare 
Disulfidbruckenbildung durch eine lnteraktion zwischen sich annShernden 
MolekQlteilen zuruckgeftihrt werden. Auch kommen hydrophobe 
Wechselwirkungen und die damit verbundene Bildung nichtreduzierbarer 
Multimere in Betracht. Weiterhin kommt es zu Deamidierungsreaktionen, 
die nachfolgend zu Proteinabbaureaktionen fuhren. Die beschriebenen 
Denaturierungsreaktionen treten besonders bei Lagerung bei erhohter 
Temperatur auf oder bei Scherbeanspruchung, wie sie beispielweise beim 
Transport auftritt. 

Infolge der genannten Aggregationsneigung kommt es bei Lagerung von 
Antikorperldsungen zu Produktausfallungen, so dass eine reproduzierbare 
Entnahme aus dem die Losung enthaltenden Behaltnis in Frage gestellt ist. 
Hinzu kommt, dass es bei parenteraler Applikation partikelhaltiger Losung 
zu Embolien kommen kann. Dies hat zur Folge, dass die Verabreichung 
der anti-EGFR-Antikorper in derjeweils erforderlichen Dosis mittels 
Antikorper-Losungen an den Patienten nicht immer reproduzierbar 
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gewahrleistet ist und die Applikation nicht mtt der erforderlichen Sicherheit 
erfolgen kann. 

Durch Filtration vor Injektion konnen die Aggregate zwar zurQckgehalten 
werden. Dieses Verfahren beinhaltet aber einen zusatzlichen Schritt und ist 
daher aufwendig und fQr die klinische Praxis wenig geeignet Auch verbleibt 
das Problem der Dosisreproduzierbarkeit ungelost, da jeweils ein 
unbekannter Anteil an Antikorpern aus der Losung abgetrennt wird und 
Partikelbildung nach Filtration weiterhin ein Sicherheitsrisiko darstellt. 

Ein gebr§uchliches Verfahren zur Stabilisierung von monoklonalen 
Antikorpern ist die Gefriertrocknung von Losungen, die Antikorper sowie 
Hilfsstoffe enthalten. Lyophilisation ist jedoch sehr zeit- und 
energieaufi/vendig und damit teuer. Auch muss das Lyophilisat vor 
Verabreichung erst rekonstituiert werden. 

EP 0 073 371 beschreibt intravenSs verabreichbare Zubereitungen mit 
Immunglobulinen, die zur Stabilisierung einen pH-Wert von 3,5 bis 5,0 
aufweisen. Derart niedrige pH-Werte fuhren aber zu unerwOnschten 
Unvertraglichkeitsreaktionen an der Injektionsstelle. 

US 6,171,586 B1 offenbart die Verwendung von einem Acetatpuffer pH 
4,48 bis 5,5, einem Surfactant und einem Polyol in einer wSssrigen 
Formulierung von AntikSrpern, wobei NaCI zur Isotonisierung 
ausgeschlossen ist. Aufgrund der fehlenden Isotonisierung kann es 
ebenfalls zu Unvertraglichkeitsreaktionen an der Injektionsstelle kommen. 

Als Beispiele weiterer Formulierungen mit speziellen Antikorpern seien an 
dieser Stelle EP 0 280 358, EP 0 170 983 und US 5,945,098 genannt. 
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Hiervon beschreibt EP 0 280 358 den Zusatz von Dextran zu einer 
Antikflrperldsung zur Stabilisierung gegen bestimmte Hormone, wobei eine 
Stabilitat Qber neun Monate erreicht wurde. 

EP 0 170 983 beschreibt die Stabilisierung eines thermolabiien 
monoklonalen Antikorpers durch Erhitzen zusammen mit hydrolysiertem 
Ovalbumin, wodurch der Antikorper nach 7 Tagen Lagerung bei 45°C noch 
stabil war. Der Zusatz von Proteinen anderer Species zu verabreichbaren 
Formulierungen, die zur parenteralen Verabreichung vorgesehen sind, sind 
aufgrund der hiermit verbundenen Problematic insbesondere deren 
moglichen Antigenitat, aber unerwQnscht 

US 5,945,098 offenbart die Verwendung von Glycin, Polysorbat 80 und 
Polyethylenglycol zur Stabilisierung einer wassrigen Formulierung von 
Immunglobulin G. 

DE 10133394 A1 offenbart die Verwendung eines Phosphatpuffers im 
Bereich von pH 6 bis pH 8 und einem Polyoxyethylensorbitan- 
Fettsaureester zur Stabilisierung einer wassrigen Losung des Antikorpers 
Cetuximab. Obwohl die Bildung sichtbarer Aggregate hierdurch deutlich 
reduziert ist, wird die chemische Stabilitat, insbesondere unter 
Stressbedingungen, deutlich beeintrSchtigt. Fernerzeigt die Formulierung 
keine Stabilitat gegen (extremen) thermischen Stress, z.B. 
Langzeitlagerung bei 40°C. 

Es war Aufgabe der Erfindung speziell fur die gegen den EGFR gerichtete 
Antikorper eine zur parenteralen Verabreichung geeignete wassrige 
Formulierung zu finden, die gut vertrSglich ist und bei Lagerung bei 
Raumtemperatur Qber mindestens 24 Monate stabil ist. Die Lagerstabilitat 
sollte auch durch beim Transport einwirkenden Scherkraften und bei 
veranderten Klimabedingungen, insbesondere bei erhohter Temperatur 
und Luftfeuchtigkeit, erhalten bleiben. Weiterhin sollte die Formulierung 



WO 2005/058365 



-5- 



PCT/EP2004/012044 



einfach aufgebaut sein und keine aus toxikologischer Sicht bedenklichen 
Hilfsstoffe enthalten. 

Oberraschenderweise konnte eine diesen Anforderungen entsprechende 
Forrnulierung mit einer Losung gefunden werden, die neben einem gegen 
den epidennalen Wachstumsfaktor gerichteten Antikorper (anti-EGFR- 
AntikOrper) einen Puffer, eine AminosSure und ein Tensid enhalt 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st daher eine wassrige 
pharmazeutische Zubereitung, die neben einem anti-EGFR-Antikorper 
einen Puffer, eine Aminosaure sowie ein Tensid enhalt. 

Eine wassrige Zubereitung im Sinne der Erfindung liegt vor, wenn 
zumindest einen Teil des enthaltenen Losungsmittels aus Wasser besteht. 
Als weitere Lfisungsmittelbestandteife konnen alle LOsungsmittel enthalten 
sein, die for die parenteral Anwendung geeignet sind, insbesondere 
Alkohole wie z. B. Ethanoi, Propanol, Propandiol Oder Glycerol. Bevorzugt 
enthalt die wassrige Zubereitung als Losungsmittel Wasser oder Ethanoi- 
Wasser-Gemische, besonders bevorzugt besteht das Losungsmittel aus 
Wasser. 

Als Antikorper enthalten sein kann jeder anti-EGFR-Antikorper, 
insbesondere die eingangs genannten murinen, humanisierten und 
chimaren AntikSrper sowie die mittels der genannten XenoMouse- 
Technologie hergestellten und herstellbaren humanen anti-EGFR- 
Antikdrper. Bevorzugt ist der anti-EGFR-Antikorper Cetuximab oder EMD 
72000 bzw. eines der diesen entsprechenden murinen, humanisierten oder 
chimaren Antikorperanaloga. Besonders bevorzugt sind wassrige 
Zubereitungen, die Cetuximab oder EMD 72000 als Antikorper enthalten. 

Der anti-EGFR-Antikorper kann in der erfindungsgemaBen Forrnulierung in 
einer Konzentration von 0,1 mg/ml bis 50 mg/ml enthalten sein, bevorzugt 



WO 2005/058365 



-6- 



PCT/EP2004/012044 



sind 2 mg/ml bis 10 mg/ml, besonders bevorzugt cirka 5 mg/ml anti-EGFR- 
Antik6rper enthalten. 

Als Puffer konnen grundsatzlich alle physiologisch vertraglichen 
Substanzen eingesetzt werden, die zur Einstellung des gewQnschten pH- 
Wertes geeignet sind, wie z. B. Citrat-Salze, Acetat-Salze, Histidin-Salze 
Succinat-Salze, Malat-Salze, Phosphat-Salze Oder Lactat-Salze und/oder 
deren jeweilige freien Sauren bzw. Basen sowie Mischungen aus den 
verschiedenen Salzen und/oder deren Sauren bzw. Basen. Bevorzugt 
besteht der Puffer aus einem oder mehreren Citrat-Salz/en, Acetat-Salz/en, 
Histidin-Salz/en, Succinat-Salz/en, Malat-Salz/en, Phosphat-Salz/en oder 
Lactat-Salz/en und/oder deren jeweilige/n freie/n Saure/n bzw. Base/n oder 
eine Mischung aus einem oder mehreren der verschiedenen Salze 
und/oder deren Saure/n bzw. Base/n. Der Ausdruck Mischung umfasst 
hierbei sowohl Mischungen von verschiedenen Salzen derselben Saure wie 
z.B. Mischungen verschiedener Citratsalze als auch Mischungen von 
Salzen verschiedener Sauren wie z.B. Mischungen aus Citrat- und Acetat- 
Salzen. Bevorzugt besteht der Puffer aus einem oder mehreren Citrat- 
Salz/en und/oder dessen freie Saure (z.B. Citronensaure, Citronensaure- 
Monohydrat, tri-Natriumcitrat-Dihydrat, tri-Kaliumcitrat-Monohydrat) , 
Acetat-Salz/en und/oder dessen freie Saure (z.B. Essigsaure, 
Natriumacetat, Natriumacetat-Trihydrat) oder aus L-Histid?n und/oder 
einem SSureadditionssaiz hiervon wie z.B. L-Histidinmonohydrochlorid- 
Monohydrat. ZweckmaRigerweise enthalt die erfindungsgemaSe 
Zubereitung den Puffer in einer Konzentration von 10 bis 100 mmol/l, 
bevorzugt sind 2 bis 20 mmol/l, besonders bevorzugt sind ca. 10 mmol/l 
enthalten. 

Der pH-Wert der Zubereitung Hegt im Bereich von 5,0 bis 6,0, bevorzugt ist 
ein pH-Wert von 5,2 bis 5,8, besonders bevorzugt ein pH-Wert von cirka 
5,5. 
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Die erfindungsgema&e Zubereitung ist physiologisch gut vertraglich, leicht 
herstellbar, exakt dosierbar und uber die Dauer der Lagerung, bei 
mehrfachen Einfrier- und Auftauvorgangen und mechanischer 
StreSbeanspruchung hinsichtlich Gehalt, Zersetzungsprodukten und 
Aggregaten stabil. Sie kann bei KQhlschranktemperatur (2-8°C) Qber einen 
Zeitraum von mindestens 3 Monate bis zu einem Zeitraum von 4 Jahren 
stabii gelagert werden. Oberraschenderweise ist die erfindungsgemafie 
Zubereitung auch bei hoheren Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten, 
beispielsweise bei einerTemperatur von 25°C und 60% relativer 
Luftfeuchtigkeit uber einen Zeitraum bis 2 Jahre, beziehungsweise bei 
einer Temperatur von 40°C und 75% relativer Luftfeuchtigkeit Qber einen 
Zeitraum von 3 Monaten stabil lagerbar. 

Als Aminosaure kann die Zubereitung basische Aminosauren, wie z.B. 
Arginin, Histidin, Ornithin, Lysin, oder neutrale Aminosauren, wie z.B. 
Glycin, Methionin Isoleucin, Leucin und Alanin, bzw. aromatische 
Aminosauren, wiez.B. Phenylalanin, Tyrosin Oder Tryptophan, enthalten. 
Basische Aminosauren werden vorzugsweise in Form ihrer anorganischen 
Salze eingesetzt (vorteilhaft in Form der Salzsauresalze, d.h. als 
Aminosaurehydrochloride). Als Aminosaure bevorzugt eingesetzt wird 
jeweils deren L-Form. Besonders bevorzugt enthalt die erfindungsgemaBe 
Zubereitung als Aminosaure L-Arginin, Glycin oder L-Methionin. 

Die Zubereitung enthalt die Aminosaure in einer Konzentration von 2 bis 
200 mmol/l, bevorzugt 50 bis 150 mmol/l. Besonderes bevorzugt sind ca. 
100 mmol/l Aminosaure enthalten. 

Als Tenside einsetzbar sind alle in pharmazeutischen Zubereitungen 
ublicherweise verwendeten Tenside, vorzugsweise Polyethylen-Sorbitan-: 
Fettsaureester und Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymere. 
Polyethylen-Sorbitan-Fettsaureester sind auch unter dem Warenzeichen 
Tween bekannt. Geeignete Polyethylen-Sorbitan-Fetts§ureester sind 
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insbesondere Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat, Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonopalmitat und Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonostearat. 
Bevorzugt sind Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat und 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonoo!eat ) hiervon besonders bevorzugt ist 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. Polyoxyethylen-Poiyoxypropylen- 
Copolymere sind auch unter dem Warenzeichen Poloxamer bekannt. 
Als Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer besonders bevorzugt ist 
Poloxamer 407 (CAS 9003-11-6). 

Die Tenside konnen in der Formulierung in einer Konzentration von 0,001 
% bis 1,0 Gew.-% enthalten sein. Sind Polyoxyethylensorbitan- 
FettsSureester als Tenside enthalten, sind diese bevorzugt in einer Menge 
von 0,005 bis 0,1 Gew.-% enthalten, besonders bevorzugt ist eine Menge 
von ca. 0,01 Gew.-%. Sind Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymere 
enthalten, sind diese bevorzugt in einer Menge von 0,01 bis 0,5 Gew.-% 
enthalten, besonders bevorzugt sind ca. 0,1 Gew.-%. 

Um die VertrSglichkeit bei parenteraler Verabreichung zu erhohen, liegt die 
Osmolality vorzugsweise im isotonischen Bereich, d. h. bei einer 
Osmolalitat von ca. 250 bis 350 mOsmol/kg. Die Zubereitung kann dann 
weitgehend schmerzfrei intravenos, intraarteriell und auch subkutan direkt 
verabreicht werden. 

Nach einer vorteilhaften Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaSe 
Zubereitung daher zusatzlich ein Isotonisierungsmittel, bevorzugt ein 
physiologisch vertragliches Salz, wie beispielsweise Natriumchlorid oder 
Kaliumchlorid, oder ein physiologisch vertragliches Polyol, wie 
beispielsweise Glucose oder Glycerin, in einer zur Isotonisierung 
erforderlichen Konzentration. Gegenstand der Erfindung ist daher weiterhin 
eine wassrige Zubereitung enthaltend einen anti-EGFR-Antikorper, einen 
Puffer, eine Aminosaure, ein Tensid sowie ein Isotonisierungsmittel in einer 
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zur Isotonisierung erforderlichen Konzentration. Besonders bevorzugt ist 
Natriumchlorid als Isotonisierungsmittel enthalten. 

Darttber hinaus konnen die erfindungsgemaRen Losungen weitere 
physiologisch vertragliche Hilfsstoffe, wie z.B. Antioxidantien wie 
Ascorbinsaure Oder Glutathion, Konservierungsmittel wie Phenol, m- 
Cresol, Methyl- oder Propylparaben, Chlorbutanol, Thiomersal oder 
Benzalkonfumchlorid, Polyethylenglykole (PEG) wie PEG 400, PEG 3000, 
3350, 4000 oder 6000, Disaccharide wie Trehalose oder Saccharose, oder 
Cyclodextrine wie Hydroxypropyl-p-cyclodextrin, Sulfobutylethyl-0- 
cyclodextrin, a-Cyclodextrin odery-Cyclodextrin, enthalten. 

Nach einer besonders vorteilhaften AusfQhrungsform der Erfindung enthalt 
die wSssrige Zubereitung ca. 5 mg/ml Cetuximab oder EMD 72000, ca. 10 
mmol/l Citrat- oder Histidinpuffer mit einem pH-Wert von ca. 5,5, ca. 100 
mmol/I Glycin, Arginin oder L-Methionin, ca. 100 mmol/l Natriumchlorid 
sowie ca. 0,01 % Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. 

Die wassrige Zubereitung kann hergestellt werden, indem man einer den 
anti-EGFR-Antikorper enthaltenden Losung die genannten Hilfsstoffe 
zugefQgt werden. ZweckmalJigerweise wird hierzu einer Losung mit einer 
definierten Konzentration an anti-EGFR-Antikorper, wie sie bei dessen 
Herstellung gewonnen wird, mit definierten Volumina an Stammlosungen, 
die die genannten weiteren Hilfsstoffe in definierter Konzentration 
enthalten, versetzt und gegebenenfalls mit Wasser oder Pufferlosung auf 
die vorberechnete Konzentration verdQnnt. Altemativ kdnnen die Hilfsstoffe 
der den anti-EGFR-Antikorper enthaltenden Ausgangslosung auch als 
Feststoffe zugesetzt werden. Liegt der anti-EGFR-Antikorper als Feststoff, 
beispielsweise als Lyophilisat, vor, kann die erfindungsgemafce 
Zubereitung hergestellt werden, indem jeweilige Antikorper zunachst in 
Wasser oder einer einen oder mehrere der weiteren Hilfsstoffe 
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enthaltenden wassrigen Losung gelost und anschliefcend mit den jeweils 
erforderlichen Mengen an die weiteren Hilfsstoffe enthaltenden 
Stammlosungen, mit den weiteren Hilfsstoffen in fester Form und/oder 
Wasser versetzt werden. ZweckmaSigerweise kann der anti-EGFR- 
AntikSrper auch direkt in einer alle weiteren Hilfsstoffe enthaltenden 
Losung gelost werden. 

Vorteilhaft kann einer oder mehrere der in der erfindungsgemaEen 
Zubereitung enthaltenen Hilfsstoffe bereits wShrend oder zum Schluss des 
Herstellungsverfahrens des jeweiligen EGFR-Antikorpers zugegeben 
werden. Bevorzugt kann dies dadurch erfolgen, indem dem anti-EGFR- 
Antikorper im letzten Schritt der nach seiner Herstellung erfolgenden 
Aufreinigung direkt in einer einen, mehrere oder alle weiteren Hilfsstoffe 
enthaltenden wassrigen L6sung gelost wird. Dann mussen zur Herstellung 
der Zubereitung die jeweiligen weiteren Inhaltsstoff/e nur noch in jeweils 
geringerer Menge und/oder gar nicht zugesetzt werden. Besonders 
bevorzugt ist, wenn der jeweilige Inhaltsstoff im letzten Schritt der nach 
seiner Herstellung erfolgenden Aufreinigung direkt in einer alle weiteren 
Hilfsstoffe enthaltenden wSssrigen LQsung gelost wird. 
Soweit die den jeweiligen Antikorper sowie die Hilfsstoffe enthaltende 
Losung noch nicht den gewunschten pH-Wert aufweist, wird dieser durch 
Zugabe einer Saure bzw. Base eingestellt, wobei vorzugsweise die bereits 
im Puffer-System enthaltene SSure bzw. Base Verwendung findet. 
AnschlieSend wird sterilfiltriert. 

Die erfindungsgemaBe wassrige Zubereitung kann vorteilhaft zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen eingesetzt werden. 

Die Beispiele, ohne darauf beschrankt zu sein, erlautem die Erfindung. 
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Beispiel 1 (Vergleichsbeispiel 1) 

WSssrige Losung enthaltend: 
2 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Natriumphosphatpuffer pH 7,2 
145 mmol/l Natriumchlorid 

Die Herstellung erfolgt durch Mischung definierter Volumina von die 
jeweiligen Hilfsstoffe in definierter Konzentration enthaltenden wassrigen 
Losungen. Folgende Losungen werden verwendet: 

Losung A (Wirkstofflosung) enthaltend: 

1 8 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Natriumphosphatpuffer pH 7,2 

(bestehend aus 2,07 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-7-hydrat und .0,31 g/I 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat) 

145 mmol/l Natriumchlorid 

(Die Losung wird erhalten, indem der Wirkstoff im letzten Schritt der nach 
dessen Herstellung erfolgenden Wirkstoffaufreinigung gegen Losung B mit 
Hilfe der TangentialfluRfiltration umgepuffert wird.) 

Ldsung B (Puffer/Salz-Losung) 

entspricht Losung A, enthalt jedoch keinen Wirkstoff 

Zur Herstellung der Vergleichslosung 1 werden 1,11 Volumenteile Losung 
A und 8,89 Volumenteile Losung B miteinander vereinigt 

Die zubereitete Losung wird vor der AbfOIIung mit einem Sterilfilter filtriert 
und in InjektionsglSser abgefdllt Anschlieliend werden die Injektionsglaser 
mit Stopfen verschlossen und gebordelt. 
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Beispiel 2 (Vergleichsbeispiel 2) 

Wassrige Losung enthaltend: 
2 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/I Natriumphosphatpuffer pH 7,2 
145 mmol/I Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 

Die Herstellung erfolgt durch Mischung definierter Volum/na von die 
jeweiligen Inhaltsstoffe in definierter Konzentration enthaltenden wassrigen 
Losungen. Neben Losung A wird folgende Losung verwendet. 

Losung C (Puffer/Salz-Losung enthaltend Polyoxyethylen(20)sorbitan- 
monooleat) 

entspricht Losung B, enthalt jedoch zusatzlich 
0,0125 Gew.-% Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat. 

Zur Herstellung der Vergleichslosung 2 werden 1,11 Volumenteile Losung 
A mit 8,89 Volumenteile LcJsung C miteinander vereinigt. 

Die zubereitete LSsung wird vor der AbfQIIung mit einem Sterilfilter filtriert 
und in Injektionsgl^ser abgefOllt. Anschlieliend werden die Injektionsglaser 
mit Stopfen verschlossen und gebordelt 



Beispiel 3 (erfmdungsgemaBe Formulierung) 



5 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/I Citratpuffer pH 5,5 
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100 mmol/l Glycin 

100 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat 

Die Herstellung erfolgt durch Mischung definierter Volumina von die 
jeweiligen Inhaltsstoffe in definierter Konzentration enthaltenden wassrigen 
Losungen. 

Losung D (Wirkstofflosung in einem Citrat-Puffer) 

16 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 
(Die Losung wird erhalten, indem der Wirkstoff im letzten Schritt der nach 
dessen Herstellung erfolgenden Wirkstoffaufreinigung gegen Losung E mit 
Hilfe der TangentialfluBfiltration umgepuffert wird.) 

Losung E (Puffer-Losung): 

entspricht Losung D, enthalt jedoch keinen Wirkstoff. 

Losung F (Puffer/Salz-L6sung): 

entspricht Losung E, enthalt jedoch 

145,5 mmol/l Glycin, 

145,5 mmol/l Natriumchlorid und 

0,015 Gew.-% Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat. 

Zur Herstellung der erfindungsgema&en Formulierung werden 3,125 
Volumenteile Losung D und 6,875 Volumenteile Losung F miteinander 
vereinigt. 

Die zubereitete LSsung wird vor der AbfQIIung mit einem Sterilfilter filtriert 
und in Injektionsglaser abgefullt. AnschlieBend werden die Injektionsglaser 
mit Stopfen verschlossen und gebordelt. 
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Beispiel 4 

Analog dem Verfahren der vorbeschriebene Beispiele werden folgende 
Lbsungen hergestellt: 

Beispiel 4.1, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/1 Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 

10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,9410 g/l tri-Natriumcitrat-Dihydrat) 

Beispiel 4.2, Losung enthaltend: 

5 mg/ml Cetuximab 

100 mmol/l Glycin 

100 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/I Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 

Beispiel 4.3, Losung enthaltend: 

5 mg/ml EMD 72000 

100 mmol/l Glycin 

100 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 

Beispiel 4.4, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l L-Methionin 
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0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 

Beispiel 4.5, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 

10 mmol/l Acetatpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 1 ,3608 g/l Natriumacetat-Trihydrat 

Beispiel 4.6, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/l Histidinpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,069 g/l L-Histidinmonohydrochlorid-Monohydrat) 

Beispiel 4.7, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethy!en(20)-sorbitanmonolaurat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat 

Beispiel 4.8, LOsung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,1 Gew.-% Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer407 (Poloxamer 
407) 

1 0 mmol/I Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 
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Beispiel 5 

Die Stabilitat der erfindungsgemaBen Formulierung wurde in einem 
Stresstest gepruft. Hierzu wurden Vials enthaltend die Losung gemaB 
Beispiel 3 sowie zu Vergleichszwecken Vials enthaltend LOsung gemaB 
Beispiel 1 und 2 bei 25°C und 60% relativer Luftfeuchte und 40°C und 
75% relativer Luftfeuchte eingelagert Zusatzlich wurden Vials der Beispiele 
1, 2 und 3 fUnf Tage auf einer SchOtteiapparatur mit einer SchQttelfrequenz 
von 150 min" 1 bei Raumtemperatur geschtittelt, sowie dreimal in Folge bei - 
20°C eingefroren und anschlieBend bei +5°C wieder aufgetaut Vor 
Einlagerung sowie nach definierten Lagerzeiten wurden die Vials visuell bei 
direkter Anstrahlung mit einer Kaltlichtquelle beurteilt und die Absorption 
der Losungen bei 350 nm bestimmt, die ein MaB fur die Trubung darstellt. 
Um den Einfluss der Lagerung bzw. Behandlung zu verdeutlichen, wurde 
jeweils die relative Trubung bezogen auf den Ausgangswert berechnet. 
Weiterhin wurden die Vials hinsichtlich des Gehaltes an Cetuximab, 
Aggregaten.und Zersetzungsprodukten mittels HPLC-Gelfiltration 
untersucht. 
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Die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen sind in Tabelle 1 dargestellt. 



PrO- 


Lagerung 


Cetuxi- 


Aggre- 


Zerset- 


TrQbung 


relative 


visuelle 


fungs- 


[Zeit / Be- 


mab 


gate 


zungs- 


bei X= 


TrQbung 


Beurtei- 


I6sung 


dingungeh 


[%] 


[%] . 


produk- 
te [%] 


350 nm 


bei X= 
350 nm 


lung 


Bei- 
spiel 1 


0 Wochen 


99,67 


0,12 


0,22 


0,005 


1,00 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 1 


8 Wochen 
25°C/60% 
r.F. 


98,99 


0,28 


0,73 


0,0081 


1,62 


groSe 

Partikel, 

groGe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 1 


8 Wochen 
40°C/75% 
r.F. 


95,08 


3,23 


1,69 


0,0235 


4,70 


groBe 

Partikel, 

groSe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 1 


5 Tage 
SchQtteln 
bei 150 
Upm und 
RT 


99,60 


0,17 


0,24 


0,829 


165,80 


sehr 

groBe 

Partikel, 

sehr 

hohe 

Partikel- 

anzahl, 

TrObung 


Bei- 
spiel 1 


3 Frier- 

Tau- 

Zyklen 

zwischen 

-20°C und 

+5°C 


99,68 


0,14 


0,18 


0,0089 


1,78 


gro&e 

Partikel, 

hoher 

Partikel- 

gehalt, 

leichte 

TrObung 




Bei- 
spiel 2 


0 Wochen 


99,62 


0,18 


0,21 


0,0048 


1,00 


keine 

Partikel, 

Klar 
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Bei- 
spiel £ 


8 Wochen 
ZD Lr/bOyo 

r.F. 


99,02 


0,28 


0,70 


0,0071 


1,48 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 2. 


8 

a nop r7d0/ 

40 U//5yo 

r.F. 


93,95 


4,34 


1,72 


0,0241 


5,02 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 2 


5 Tage 
SchOtteln 
bei lou 
Upm und 
RT 


99,51 


0,26 


0,23 


0,0075 


1,56 


keine 

Partikel, 

Klar 


Bei- 
spiel 2 


3 Frier- 

Tau- 

Zyklen 

zwischen 

-20°C und 

+5°C 


99,61 


0,21 


0,18 


0,0064 


1,48 


keine 

Partikel, 

klar 




Bei- 
spiel 3 


0 Wochen 


99,72 


0,15 


0,14 


0,018 


1,00 


keine 

Partikel, 

Klar 


Bei- 
spiel 3 


8 Wochen 
25°C/60% 
r.F. 


99,38 


0,18 


0,44 


0,020 


1,08 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 3 


8 Wochen 
40°C/75% 
r.F. 


98,15 


0,46 


1,40 


0,030 


1,63 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 3 


5 Tage 
SchOtteln 
bei 150 
Upm und 
RT 


99,15 


0,70 


0,15 


0,019 


1,04 


keine 

Partikel, 

Klar 
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Beispi 


3 Frier- 


99,75 


0,14 


0,12 


0,018 


1,00 


keine 


el 3 


Tau- 
Zyklen 
zwischen 
-20°C und 
+5°C 












Partikel, 
klar 



Tabelle 1: Zusammenfassung der Stabilitatsdaten der erfindungsgemaBen 
Formulierung (Beispiel 3) und der beiden Vergleichslosungen (Beispiele 1 
5 und 2) 

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die erfindungsgemSGe Formulierung 
gegentiber den Vergleichslosungen des Standes der Technik eine deutlich 
erhfihte Stabilitat aufweist. 



10 
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Patentansprtiche 

1 . Wassrige Zubereitung enthaltend einen anti-EGFR-Antikorper, einen 
Puffer, eine AminosSure sowie ein Tensid 

5. 

2. Zubereitung gemSG Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der 
Antikorper Cetuximab Oder EMD 72000 bzw. eines der diesen 
entsprechenden murinen, humanisierten oder chimaren Antikorperanaloga 
ist 

10 

3. Zubereitung gemaB Anspruch 2,dadurch gekennzeichnet, dass der 
Antikdrper Cetuximab oder EMD 72000 ist 

Zubereitung gemaB einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Puffer aus einem oder mehreren Citrat-Salz/en, 
Acetat-Salz/en, Histidin-Salz/en, Succinat-Salz/en, Malat-Salz/en, 
Phosphat-Salz/en oder Lactat-Salz/en und/oder deren jeweilige/n freie/n 
Saure/n bzw. Base/n oder aus einer Mischung aus einem oder mehreren 
der verschiedenen Salze und/oder deren Saure/n bzw. Base/n besteht 

Zubereitung gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Puffer 
aus einem oder mehreren Citrat-Salz/en und/oder dessen freie Saure, 
Acetat-Salz/en und/oder dessen freie Saure oder aus L-Histidin und/oder 
einem Saureadditionssalz hiervon besteht 

Zubereitung gemaS einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Aminosaure L-Arginin, Glycin oder L-Methionin 
ist 



4. 

15 



20 

5. 



25 

6. 



30 . 7. 



Zubereitung gemaft einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Tensid ein Polyethylen-Sorbitan-Fettsaureester 
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oder ein Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer ist 

8. Zubereitung gema& Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Tensid Polyoxyethylensbrbitan-Fettsaureester 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat oder Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonolaurat ist 

9. Zubereitung gemaS Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Tensid 
Poloxamer 407 ist 

10. Zubereitung gemSfc einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass weiterhin ein Isotonisierungsmittel in einer zur 
Isotonisierung erforderlichen Konzentration enthalten ist 

1 1 . Zubereitung gemafl Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Isotonisierungsmittel Natriumchlorid ist 

12. Zubereitung gemaS einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 1 1 , dadurch 
gekennzeichnet, dass die diese einen pH-Wert von 5-7, vorzugsweise von 
pH 5,2 bis pH 6,0 aufweist 

13. Zubereitung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass diese einen 
pH-Wert von cirka 5,5 aufweist . 

14. Zubereitung nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 1 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass diese ca. 5 mg/ml Cetuximab oder EMD 72000, ca. 
10 mmol/l Citrat- oder Histidinpuffer, ca. 100 mmol/l Glycin, L-Arginin oder 
L-Methionin, ca. 100 mmol/l Natriumchlorid sowie ca. 0,01 % 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat enthalt und einen pH-Wert von ca. 
5,5 aufweist 
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15. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischen Zubereitung gemaR einem 
Oder mehreren der AnsprQche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
man eine wassrige Zubereitung enthaltend den anti-EGFR-Antik6rper einer 
die genannten Hilfestoffe zufQgt 

5 

1 6. Verwendung der Zubereitung gemaB einem oder mehreren der AnsprQche 
1 bis 14 zur Behandlung von Tumorerkrankungen 
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Feld II Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich als nicht recherchierbar eiwlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrGnden fur bestimmte AnsprQche kein Recherchenberfcht erstellt: 



1. H AnsprQche Nr. 16 (in part) 

— well sfe sich auf Gegenstande bezleheri, zu d€ 



feren Recherche die BehOrde nlcht verpflichtet 1st, namlich 

Obwohl der Anspruch 16 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefQhrt und 
grdndete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusamrnensetzung. 

2. I J AnsprQche Nr. 

weil sle sich auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvoile Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



3. J AnsprQche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige AnsprQche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafct sind. 



Feld III Bemerkungen bei mangelnder Einheltlichkeft der ErRndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale RecherchenbehCrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeltig entrtchtet hat, erstreckt sich dieser 

I — 1 Internationale Recherchenberfcht auf alle recherchlerbaren AnsprQche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne elnen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 

1 — 1 zusatziiche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebGhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — I Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fur die GebOhren entrichtet worden slnd, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusStzHchen RecherchengebOhren nlcht rechtzeltig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die In den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich elnes Wlderspruchs | J Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahIL 

j ~| Die Zahlung zusatziicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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